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© Sequences nucieotidlques Issues du genome des retrovirus du typ hlv-1, hiv-2 et slv t et Jeurs 
applications notamment pour ('amplification des gdnomes de ces retrovirus et pour le diagnostic 
1n-vitro des infections dues k ces virus. 



2© La prisente invention concsme des sequences nucleotidiques ddrivtfes des genomes des virus du type HIV- 
t, ou des genomes des virus du type HIV-2, ou des virus du type SIV, et ieura applications, notamment en tant 
Qqu'amorces ollgonuclSotldlques pour la mise en oeuvre de mdthode de diagnostic In vitro de llnfection d'un 
p> individu par an virus du type HIV-1 et/ou HIV-2. ~ 
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SEQUENCES NUCLEOT1DIQUES ISSUES OU GENOME DES RETROVIRUS DU TYPE HUM, HIV-2 ETSIV, ET 
LEURS APPLICATIONS NOTAMMENT POUR L'AMPUFICATION DES GENOMES DE CES RETROVIRUS ET 
POUR LE DIAGNOSTIC IN-VTTRO OES INFECTIONS DUES A CES VIRUS 



La prSserrte Invention est relative h des sequences olrgonucleotidiques utiiisables pour la mise en 
oeuvre de techniques d'ampljflcation de sequences nucldiques specifiques de retrovirus d'immunodeficien- 
ce humaine du type HIV ou de retrovirus d'lmmunodgficlence du singe du type SIV. 

L'lnventfon conceme en particulier ('application de ces sequences a des methodes de diagnostic in 
5 vitro chez Phomme de ('infection d'un individu par un retrovirus du type HIV (actue!lem8nt HIV-1 efcou HPi£ 
2). 

L*isoIement et la caracterfsaticn de retrovirus regroupes sous les designations HIV-1 et HIV-2 ont ete 
dicrits dans les demandes de brevet europSen n° 85r905.513.9 et n° 87/400.15M respectivement. Ces 
retrovirus ont dtS isoies chez pfusieurs maiades presentant des sympt6mes d'une lymphadenopathie ou 
io d'un Syndrome d'lmmunodeffcience Acquise (SIDA). 

Les retrovirus du type HfV-2 comme les retrovirus du type HIV-1, se caracterisent par un tropisme pour 
tes lymphocytes T4 humains et par un effet cytopathogfcne h regard de ces lymphocytes lorsqulls s'y 
rnuJtipIient, pour alors causer entre autres des polyadSnopathies generalises et persistantes, ou un SIDA, 

Un autre retrovirus, denommS SfV-1, cette denomination rempiagant la denomination antgrieurement 
is connue STLV-IU. a ete isoie chez (e singe macaque rhesus (M.D. DANIEL et ai. Science. 228. 1201 (1885) ; 
N.L LETWIN et al. Science, 230, 71 (1985) sous I'appeifetfon "STLV-lllmaO. 

Un autre retrovirus. dSsigne "STLV-HIabm". (ou SIVagw) a ete isoie chez des singes verts sauvages. 
Mais contrairement aux virus presents chez le singe macaque rhesus, la presence de STLV-IIIaqm ne 
semble pas induire una mafadie du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. 
20 Pour la commodite du langage, ces virus ne seront plus designes dans ce qui suit que par ('expression 
SIV ^expression SIV est I'abreviation anglaise de "Simian Immunodeficency Virus" (Virus d'immunodefi- 
cience du singe) eventueltement suivie d'une abniviation designant I'espfcce de singe dont ils sont Issus par 
exemple •MAC" pour le macaque" ou 0 AGM tt pour le singe vert d'Afrique (abreviatlon de "African Green 
Monkey"). 

25 Una souche du retrovirus SIV-1 Mac h 6te deposte i la C.N.C.M le 7 tevrier 1986 sous le n° 1-521. 

La poursuite de I'gtude des retrovirus HIV-1 et HIV-2 a egalement conduit & Tobtention de sequences 
d'ADN complgmentaires (ADNc) des ARN de leur genome. La sequence nucldotidlque compi&te d T un ADNc 
d'un retrovirus representatif de la classe HIV-2 (HIV-2 ROD) a ete deposee le 21/02/1986 a la C.N.C.M. 
sous fe n° 1-522, sous le nom de reference LAV-2 ROD. 

30 De m£me, la sequence nucieotidique complete d'un ADNc d'un retrovirus representatif de la classe 
HIV-1 est decrite par WAIN HOBSON. SONIGO. COLE, DANOS et ALIZON dans CEII Oanvier 1985). 

Egaiement pour ia commodite du langage, les virus du type HIV-1 et HIV-2 seront parfois designes 
dans ce qui suit par ['expression HiV. 

Les methodes de diagnostic in vitro des infections par des vinos du type HIV-1 ou HIV-2 existant 

35 actueilement, font appet h la detection d'anticorps ANTI-HIV-1 ou antr-HIV-2 sventueliement presents dans 
un prefevement bioiogique (blopsie) ou dans un flulde bioiogique, par exemple dans un serum obtenu, & 
partir du patient h retude, par mise en contact de ce fluids bioiogique avec des extraits ou antig&nes d'HIV- 
1 ou d'HIV-2, dans des conditions permettant la production d'une reaction immunologfque eventuelle de ces 
ces extraits ou antig&nes avec ces anticorps. 

*Q De telles methodes de diagnostic risquent d T itre faussement negatives! en particulier dans le cas d'une 
infection recente d'un individu par les virus du type HIV. 

^ Les techniques d'amplification gentque sont d'un appoint considerable pour (a mise au point de 
methodes de diagnostic in vitro particuiterement sensibles de maladies virales. Parmi ces techniques 
d'amplification genique. on peut citBr la technique PCR (Polymerase Chain Reaction) telle que dicrrte dans 

45 les demandes de brevet europeen n° 86/302.298.4 du 27/03/1986 et n° 87/300.203.4 du 09^01/1 987, ou 
encore la technique dftB "Qflrepitease" decrite dans fitotechnology, vol.6, page 1 197 (octobre 1988) et ceile 
procedant h i'aide cfune ARN polymerase (T7RNA polymerase) decrite dans la demande de brevet 
international n° WO89/01050. Ces techniques permettent d'ameflorer la sensibilite de detection des acides 
nudefques des virus, et necessitent ('utilisation cfamorces de synthase spedfiques. 

so Pour la recherche des virus du type HIV, le choix des amorces est problematique. En effet du fait de la 
grande varlabilite des sequences de nucleotides du genome viral, une amorce conforme h la sequence 
connue (fun isolat donne d'un virus du type HIV peut fafJBr & ('amplification de certains variants viraux du 
type HP/. D'autre pat m§me si une amorce est choisie dans une region conserve du genome d'un virus 
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HIV k un autre, eon °bon fbnctio^nement l, n'est pas pour autant assure et peut donner lieu k de mauvais 
rendements d'amplification. 

La prfeente invention fournit predsement des amorces oligonudeotidiques permettant, entre autres, 
('amplification, notamment k des fins diagnostfques, du genome de tous virus du type HIV et SIV, avec des 
s rendements consideres comme maximum dans retat actuel de la technique et surtout evitant la presence 
de nombreuses bandes asp£cffiques. 

Les amorces de la prdsente invention son* k la fois specifiques des virus du groupe HIV-1 et/ou des 
virus des groupes HIV-2 et SIV. et sont insenslbles aux variations du genome de ces virus. 

La presente invention a pour objet des amorces oBgonudeotidlques, d'environ 15 k 30 nucleotides, 
10 utflisabtes pour ('amplification genomique des virus du type HIV-1 et/ou du type HIV-2 et SIV. 

^invention conceme toute sequence nucieotidlque caractSris^e en ce que sa sequence : 

- soit est cholsie parml celles qui sont contenues dans Tune des sequences nucieotidiques comprises dans 
Ids g&nes gag. vpr et pol des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai, HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV MAC, ou dans les 
g&nes nef2, vrf2 et vpx des virus HIV-2 ROD, et SIV MAC, ou dans les g&nes env, nef! , vlfl et vpr des virus 

ts HJV-1 Bru, HIV-1 Mai. et HIV-1 Ell, et plus partteulferement parmi cedes qui sont contenues dans les 
enchaTnements nudeotidlques definis d-aprds, 

- soit {notamment pour les sequences les plus tongues) contient I'une des sequences nucieotidiques 
susdites issues de HIV-1 Bru. ou HIV-1 Mai, ou HIV-1 Bl ou HIV-2 ROD ou SIVMac , ou contient une 
sequence nudSotfdlque complementaire de Tune de ces demises sequences, etant entendu que les 

20 nucleotides supplgmentaires eventuels qui "debordenf la sequence nuc^otidique du genre en question, du 
cfite des extremites 3 ou 5, coThctdent de preference avec ceux qui se trouvent places en degk des 
extremites s' ou 3' correspondant au seln mSme de la sequence complete des virus du type HIV-1, HIV-2 
ou de SIV MAC, sus-mentionn6s t 

- soit, si cette sequence nucieotidlque rTest pas iderrtique k E T une des sequences nucieotidiques susdites, 

29 ou n r est pas complementaire de I'une de ces sequences, est neanmolns susceptible de s'hybrlder avec une 
sequence nucieotidlque issue des virus HIV-1 Bru,HiV-1 Mai, HIV-1 Eli, eVou avec une sequence nucleoticfi- 
que issue du virus HIV-2 ROD ou SIV MAC sus-mentionrn§e. L'hybridation peut s'effectuer k une 
temperature de 80* C t T C (de preference 60* C ± 0,5* C), preconisee pour un optimum de rendement 

La numerotation des nudeotldes mentionnes d-dessous correspond a celle utillsee dans le manual de 

30 reference "Human Retrovirus and AIDS-iese" edite par le "Los Alamos National Laboratory- New Mexico - 
USA". 

(Les sequences des virus HIV-1 Mai, HIV-1 Bi ont ete decrltes par MONTAGNIER, SONIGO, WAIN- 
HOBSON et ALIZON dans la demands de brevet europeen n° 88.401380 du 23/06/86). 

Les sequences de Invention sont synthetisees sur synthetiseur commercialise par Applied Blosystems 
35 (methods phosphoro-amidrtes, ou sur tout autre appareil utlllsant une methode semblable. 

Llnvention concerns plus partfcull&remerrt les sequences oligonudeotidiques caracterisees par les 
enchalhements nucieotidiques suh/ants (representee dans le sens 5 -> 3 ; fes Initiates "S" et "AS* 
indiquent si I'oligonucieotide est sens ou antisens, c'est-S-dire si Tdigonucieotlde est oriente respective- 
ment dans le sens 5'o-» 3' ou dans le sens 3 o— 5 ) : 
40 1°) sequences communes aux genomes des virus HIV-1, HIV-2 et SIV (les series de diiffres espacees 
d'un trait indiquent la position des nucleotides ?ur les genomes correspondant respectlvement aux virus 
HIV-1 Bru, HIV-1 Mai, HIV-1 Ell. HIV-2 ROD et SIV) : 

. sequences specifiques du gene gag du genome des virus sus-mentfonnes (gene codant pour un groupe 
<f antfgfcnes specifiques du nucleotUe de ces virus), 

45 Carta) nes vaiiantes peuvent §tre apposes sur certaines positions des sequences nudeotldiques 
Indlquees d-dessous. sans que les proprietes d'hybrldatlon de ces sequences nucieotidiques avec les 
g&nes des virus du type HIV et/ou SIV sclent affectees. Les sequences nucieotidiques comportant ces 
variantes sont representees en-dessous des sequences nucieotidiques initiales dont elles derfvent par 
remplacement d'une ou plusieurs bases, Les bases modifies par rapport k celles des sequences 

so nucieotidiques Initiates sent indiquees en toute lettre k la verticale des positions correspondant aux bases 
qui ont ete remplacees dans ces sequences Initiates ; tandla que les bases des sequences initiales qui 
n'ont pas ete remplacees dans les sequences comportant ces variantes sont indiquees k I'aide de 
pdntllies. 

La synthase des amorces se fait en utllisant toutes les variantes simultanement CTest le melange de 
S6 toutes les variantes pour une sequence donn^e qui est utilise dans les tests. 
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MKyl : TGG CGC CCG AAC AGG GAC 

T 

S, 636-653, 635-652, 636-653, 859-876, 834-851 
MMy2 : 66C CAG GGG 6AA AGA AAA A 

... .C. .C 

A. ... 

S , 854-872 , 864-888 , 848-872 , 1160-1184 , 1124-1148 
MMy3 : TGC CCA TAC AAA ATG TTT TA 
• • • C ■ • 7 • ? • • • • ♦ 
AS,900-881,916-897,900-881, 1212-1193, 1176-1157 
MMy4 : TGC ATG GCT GCT TGA TG 
A C ..G .. 

AS, 1385-1369, 1419-1403, 1385-1369, 1703-1687, 1667-1651 
MMy48 : CTT TGC ATG GCT GCT TGA TG 

..C A ... ..C . .G .. 

AS, 1388-1369, 1421-1403, 1388-1369, 1706-1687, 
1670-1651, 
KMy4Bbis : CAT CAA GCA GCC ATG CAA AG 

..C ..G T ... ..G .. 

S, 1369-1388, 1403-1421, 1369-1388, 
1687-1706, 1651-1670, 
MMy28 : AGG GCT GTT GGA AAT GTG G 
G ... . 

S, 2021-2039, 2055-2073, 2024-2042, 2329-2349, 
2299-2318, 
MMy28bls : CCA CAT TTC CAG CAT CCC T 

..G ... . 

C ... . 

AS, 2039-2021, 2073-2055, 2042-2024, 2349-2329, 

2318-2299 
. sequences specif Igues du gene vpr 
MMyl8 : GAT AGA TGG AAC AAG CCC CAG 

S, 5590-5610, 5585-5605, 5554-5574, 6233-6296, 
6147-6170, 
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MMyl9 : TCC ATT TCT TGC TCT CCT CTG T 

AS, 5870-5849, 5865-5844, 5834-5813, 

6551-6531, 6454-6431, 
. sequences specif iques du g6ne pol : 
MMy29 : TAA AGC CAG GAA TGC ATG GCC CAA 

A. ... 

S, 2620-2643, 2615-2638, 2584-2607, 2971-2994, 
2887-3010 

MMy29bis : TTG GGC CAT CCA TTC CTG GCT TTA 

... .T. 

AS, 2643-2620, 2638-2615, 2607-2584, 2994-2971, 
3010-2887, 
MMy30 : TGG ACT GTC AAT GAC ATA CAG AA 

T 

S, 3339-3361, 3334-3356, 3303-3325, 3690-3712, 
3606-3628, 

MMy30biS : TTC TGT ATG TCA TTG ACA GTC CA 

T 

AS, 3361-3339, 3356-3334, 3325-3303, 3712-3690, 
3628-3606, 
MMy31 : CAT GGG TAC CAG CAC ACA AAG G 

S, 4186-4207, 4181-4202, 4150-4171, 4534-4555, 
4450-4471, 

MHy31bis : CCT TTG TGT GCT GGT ACC CAT G 

AS, 4207-4186, 4202-4181, 4171-4150, 4555-4534, 
4471-4450, 
MHy32 : TGG AAA GGT GAA GGG GCA GT 
A 

S, 4992-5011, 4987-5006, 4956-4975, 5340-5359, 
5256-5275, 
MMy32bis : ACT GCC CCT TCA CCT TTC CA 

T 

C 

AS, 5011-4992, 5006-4987, 4975-4956, 5359-5340, 
5275-5256 

2°) sequences communes aux genomes des virus HIV-2 et SIV (les sdries de chfffres espac6es d'un 
trait indiquent la position des nucleotides sur les genomes conrespondant respectivement aux virus HIV-2 
ROD, et SIV-MAC). 

. sequences speclfiques du gene nef2 (codant pour un facteur negatif de 27 kD) 
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MMyl2 : AGA GAC TCT TGC GGG CGC GTG 

S, 9165-9185, 9139-9159, 
MMyi3 : ATA TAC TTA GAA AAG GAA GAA GG 

S, 9542-9564, 9516-9538, 
MMyl3bia : CCT TCT TCC TTT TCT AAG TAT AT 

, AS, 9564-9542, 9538-9516, 
MMyl4 : AGC TGA GAC AGC AGG GAC TTT CCA 
AS, 9956-9933, 9893-9870, 
. sequences specifiques du gene vif2 (codant pour 
un facteur d' infect iosite de 23 kD) 
MMy20 : TAT GGA GGA GGA AAA GAG ATG GAT AGT 

S, 5424-5450, 5340-5366, 
MMy21 : TAG CAC TTA TTT CCC TTG CTT T 

S, 5754-5775, 5670-5691, 
KMy21bis : AAA GCA AGG GAA ATA AGT GCT A 

AS, 5775-5754, 5691-5670, 
MMy22 : CCC TTG TTC ATC ATG CCA GTA T 
AS, 6082-6061, 5995-5974, 
. sequences specif iques du gene vpx (codant pour 
une proteine de 12 kD) 
MMy23 : ATG TCA GAT CCC AGG GAG A 
S, 5900-5918, 5813-5831, 

MMy24 : CCT GGA GGG GGA GGA GGA GGA 
AS, 6228-6208, 6141-6121, 

3°) Sequences communes aux genomes des virus HIV-1 Bru. HIV-T Mai, el HIV-1 Eli (les series de 
chlffres espacees d*un trait indiquent la position des nucleotides sur les genomes correspondant respective- 
ment aux virus HIV-1 Bru. HIV-1 MAI et HIV-1 Eli). 
. sequences specifiques du gene env (codant pour les prolines d'enveloppe) 
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MMyS : CCA ATT CCC ATA CAT TAT TGT GCC CC 

S, 6905-6930, 6903-6928 , 6860-6885 
MMy5bis ; GGG GCA CAA TAA TGT ATG GGA ATT GG 

AS, 6930-6905, 6928-6903, 6885-6860, 
KMy6 : AAT GGC AGT CTA GCA GAA GAA GA 
8,7055-7077,7053-7075,7010-7032 
MMy7 : ATC CTC AGG AGG GGA CCC AGA AAT T 
S, 7360-7384, 7349-7373,7306-7330 
MMy7bis : AAT TTC TGG GTC CCC TCC TGA GGA T 
AS, 7384-7360,7373-7349,7330-7306 
MHy8 : GTG CTT CCT GCT GCT CCC AAG AAC CC 

AS, 7857-7832,7846-7821,7800-7775 
MMy8bis : GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC AC 

S, 7832-7857, 7821-7846, 7775-7800, 
MMy9 : ATG GGT GGC AAG TGG TCA AAA AGT AG 

A 

8,8844-8869, 8836-8861, 8787-8812, 
MMy9bis : CTA CTT TTT GAC CAC TTG CCA CCC AT 

AS, 8869-8844, 8861-8836, 8812-8787, 
JMy78 : TAT TAA CAA GAG ATG GTG G 

S, 7629-7647, 7612-7630, 7572-7590, 
HKy89 : CCA GCA AGA AAA GAA TGA A 

S, 8224-8242, 8213-8231, 8167-8185, 
MMy89bia : TTC ATT CTT TTC TTG CTG G 

AS, 8242-8224, 8231-8213, 8185-8167, 
. sequences specif iques du g6ne nefl 
MMylO l AAA AGA AAA GGG GGG ACT GGA 

S, 9116-9136, 9117-9137, 9062-9082, 
HMylObls t TCC AGT CCC CCC TTT TCT TTT 

AS, 9136-9116, 9137-9117, 9082-9062 
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MMyll ; AAA GTC CCC A6C 6GA AAG TCC C 

AS, 9503-9483, 9505-9484, 9449-9428, 
. sequences sp6cifiques du gfene vif 1 
MMylS : GAT TAT GGA AAA CAG ATG GCA GGT GAT 
S, 5073-5099, 5068-5094, 5037-5063, 
MMyl6 : GCA GAG CAA CTA ATT CAT CTG TA 

S, 5383-5405, 5378-5400, 5347-5369, 
MMyl6bia : TAC AGA TGA ATT AGT TGG TCT GC 

AS, 5405-5383, 5400-5378, 5369-5347, 
MMyl7 : CTT AAG CTC CTC TAA AAG CTC TA 

AS, 5675-5653, 5670-5648, 5639-5617, 
. sequences specif iques du g&ne vpu 
MMy25 : GTA AGT AGT ACA TGT AAT GCA ACC T 
S, 6081-6105, 6076-6100, 6045-6069, 
MMy26 : AGC AGA AGA CAG TGG CCA TGA GAG 

S, 6240-6263, 6238-6261, 6207-6230, 
MMy27 : ACT ACA GAT CAT CAA TAT CCC AA 

AS, 6343-6321, 6338-6316, 6307-6285, 

(.'invention a Sgalemerrt pour objet fas sequences (ou amorces) possedant une structure nuc&otidique 
complementaire de ceiles des amorces deflnies ci-dessus, 

Ble conceme Sgalement les sequences nucleoticfiques presentant cartalnes mutations par rapport & 
celles denies ci-dessus sans que les propriStes d'hybridation, teltes que denies ci-dessus. de ces 
sequences soient modifies. Le pourcentage de nucleotides diffSrents de ceux constituant les sequences 
dScrites ci-dessus, sans pour autant affecter les proprietes d'hybridation des sequences de {'invention, peut 
atteindre 40 %. 

D'une manrere generals, dans ^ cas d'une amorce (primer) sens (S), un plus grand nombre de 
mutations seront to^nles du cdte 5' que du cflte 3' de ['amorce, le cdte 3' devant s'hybnder parfaitement 
avec un brin determine d'une sequence nucieique pour permettre ^amplification de cette sequence. Dans le 
cas d'une amorce anti-sens(AS), la tolerance est permlse du cQti 3'. 

L'invention a egalement pour objet les amorces telles que dsfrnies cWessus et comportant une 
conservation d'au moins 5 bases de chaque c6t$,Ja partie mddane comportant des modifications, sans 
que les proprietes d'hybridation ci-dessus soient modiftees. 

Une des caractSristiques des amorces ollgonuc&otidiques de l'invention est de donner une bands 
d'ampfification nette, depourvue g^nSralement de bandes aspecifiques lorsque les indications techniques 
d'utflisation dScrites dans la pnSsente invention sorrt mises en oeuvre, Ce fait est dG & la longueur des 
amorces pouvant atteindre 27 bases ce qui accrolt la spSciflcfte* d'hybridation, ainsi qu'aux conditions 
^utilisation drastiques qui permettent d'Sliminer les associations parasites. La spgcfficte pour chaque type 
de virus est fonction, outre du pourcentage dfiomotogie avec la matrice de nifgrence, de la longueur des 
amorces, qui peuvent atteindre, pour un rendemerrt acceptable, Jusqu'& 40 bases. 

L'invention extend ggalement aux amorces telles que dScrites ci-dessus li£es au niveau de leur 
extrdmrtS 5 4 un promoteur pour la mlse en oeuvre d'une mdthode d f amplification g£nomique par synthase 
de multipie copies d'ADN ou d'ARN telle que dScrite dans la demande de brevet europeenne n° 
88/307.102.9 du 01/08TI98B. 

L'invention a notamment pour objet ('utilisation des amorces ctfcrites ci-dessus pour la mise en oeuvre 
cPun procddS d'ampiification genique de sequences nucldlques de virus du type HIV-1 efou HIV-2, et/ou 
SIV, ce proc£d£ etant applicable au diagnostic in vitro de Plnfection potentielle d'un individu par un virus du 
type Hrv-1 eVou HIV-2 ou d'un animal par au moins I'un des trois virus (HIV-1, HIV-2, SIV). 

Cette methods de diagnostic in vitro de l'invention est n*aiis£e & partir d'un €chanti!lon biologiqu© (par 
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exemple un fluid© biologique tsl que fe serum, les lymphocytes du sang circular*) obtenu k partir d'un 
patient k t'dtude, et comprend principalement les Stapes suivantes : 

- une dtape d'extractlon de I'acide nucldique k detector appartenant au genome du virus du type HIV-1 
et/ou HIV-2 et/ou SIV Sventuellement present dans rSchantlllon biologlque sus-mentionng, ette cas Servant. 

5 una 6tape de traitement k I'aide d'une transcriptase inverse dudft acide nucl£ique sf ce dernier est sous 
forme d'ARN aMn d'obtenir un acide nucleiquo double brin (cette demure tape dtant encore d£sign£e cl- 
dessous par e*tape de retro-transcription de TARN viral), 
* un cycle comprenant les Stapes suivantes : 

. d£naturation de Pacide nuclSlque double brin k detecter , ce qui conduit a la formation d'un acide 
jo nuctflque simple brfn, 

. hybridation de chacun des brins d'acide nudSique, obtenus lors de I'etape de denaturation prSc&iente, 
avec au moins une amorce selon I'lnventlon, par mlse en contact des brins sus-mentlonnds avec au molns 
un couple d'amorces selon ('Invention dans les conditions d'hybridaiion deflnies cl-dessous, 
. formation a partir des amorces des ADN compl&nentaires aux brins sur lesquete elles sont hybrfdSes en 
is presence d'un agent de polymerisation (ADN polymerase) et de quatre nucleosides triphosphate (dNTP) 
diffSrents, ce qui conduit a la formation d'un plus grand nombre d'acides nucleiques double brin a detecter 
qu'a I'etape de d^naturatjon prdc&lsnte, 

ce cycle dtant r6p6\6 un nombre de ibis determine pour obtenir ladite sequence nucteique k detecter 
dventuellement present© dans rechantiilon blologique dans une proportion suffisante pour permettre sa 
20 detection, 

- une etape de detection de la presence Sventuelle de I'aclde nuclelque appartenant au genome du virus du 
type HIV-1 et/ou HIV-2 et/ou SJV dans I'echantillon biologique, 

L'Stape d'hybridatfon daciite chdessus est avantageusement r^alisee a 60 'C pendant 1 minute 30 
secondes dans le tampon "10 X buffer 9 dont la composition (en concentration finale d'utilisation) est 
2s indiqude ti-dessous. 

La mdthode de diagnostic in vitro de Invention peut §tre realrs^e soit a partir de TARN viral r soit a 
partir de I'ADN complex entaJre,~episomfai ou intBgrd. 

En effet, les genomes des virus HIV et SIV se presenter* sous forme d'ARN ou d'ADN en fonction de la 
localisation du virus dans forganlsme. 
30 Lorsque le virus est sltu4 k IlnteVfeur des cellules de I'organisme, notamment k flnterleur des cellules 
sanguines, son ARN est recopiS en AON par une transcriptase inverse. En revanche, ie genome des virus 
du type HIV en milieu extracsltulaire, notamment dans le sang, demeure sous forme d'ARN. 

L'dtape d'extraction selon (Invention de I'ADN viral contenu dans les cellules de I'echantiiion blologique 
preconis^e par ies invertteurs * outre la m&hode classique au phenol chloroforme - prSsente les dtapes 
35 suivantes : 

. suspension du cuiot celluiaire dans 0,5 ml d'eau pyroflsee dans un Potter gros piston, 

. broyage des cellules dlt par "alter et retour", 

. adjonction Triton X100 pour 1 concentration finale de 0,1 %, 

. d€naturatfon k la chaleur durant 15 k 25 minutes k 100* C, 

40 . centrifugation courte pour n'Sliminer que les ddbris cellulaires, 

. precipitation de I'ADN durant la nuit k -20 ' C par adjonction de 2,5 volumes d'Sthanol absolu et de 10 % 
du volume final d'aeState de sodium 3 Motaires. L'ADN est' ensuite ricup£r6 puis resuspendu dans I'eau 
pyroiysee apres avoir et6 lave* 2 fois par de l'4thanol a 70 \ II est k noter que cette methode permet la 
precipitation conjointe des ADN et des ARN, ce qui autorise la detection du message genomfque des virus 

45 de types HIV ou SIV par utilisation de la m&hode dite "PCR dlrecte ADN° ou par ceile dite de "PGR- ARN 0 . 
L'4tape d'extractlon de TARN viral est g£n$ralernent effectuee de manlfire classique connue de 
I'homme de I'Art 

Apr&s extraction de TARN, une e'tape supptementaire de transformation de TARN, monobrfn en ADN 
double brin est n6cessaire k effectuer forsque le diagnostic In vitro de (Invention est realise* k partir 
60 d'dchantiUons bloiogtques contenant les virus du type HIV-1 et/ou TW^2 et/ou SIV dont les gdnomes sont 
sous forme d'ARN. 

Cette transformation de TARN en ADN est r&Hsde par traitement de TARN obtenu apres extraction de 
i'echantiiion blologique, notamment du rfrum. dans un milieu approprW k I'aide d'une transcriptase inverse, 

L'lnventicn a plus particulferement entre autres pour objet une methods de diagnostic In vitro telle que 
as ddffnie ci-dessus, dans laquefle l'3tape de retro-transcription de I'ARN viral est realise de la manidre 
sulvante : 

- 10 ug d'ARN extrait resuspendu dans de I'eau est mis en presence du couple cfamorces k la 
concentration de 40 uM chacun, dans un volume final de 40 ul. L'ensemble est denature* k 100*C durant 
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10 minutes puis pfonge dans de t'eau glacee. 

- Ton rajoute 10 ul du melange suivant : 5 ul du tampon "10 X buffer 0 d&rit d-dessous + 1 units de 
reverse-tran scrip tase (ePAMV (Avian Myeloblastosis virus) ou de MuMLV (Moloney Leukemia virus)) + 1 
unltS de Taq-polymerase + 1 Ul du melange des 4 dNTP a 25 mM chacun + da I'eau aS.P. 10 uL Le 

5 volume final est done de 50 uL 

Cette reaction s'effectue en deux e tapes : 
- a) 1&re dtape : fabrication de I'ADNc par action de la reverse transcriptase a 42 "C durant 13 
minutes. 

• b) 2&me dtape : amplification genique classique; on chauffe k 05* C durant 3 minutes pour detnire 
to la reverse- transcriptase et permettre I'Stape de dSshybridatfon/hybridation. puis on demarre le cycJe ddcrtt 
pnicSdemment pour I'amplification genique. 

[.'invention a plus particuliferement pour objet urte mfthode de diagnostic in vitro telle que dec rite ci- 
dessus. dans laquelle iMtape de denaturation est realisse en presence du (ou des) couplers) d'amorces (ou 
de primers) de I'rnventton. En effet, comme il a ate precise ci-dessus, una des caracteristiques des 
75 oligonucleotides (ou primers), de ^invention est de donner une bande d'ampiification nette, depourvue 
gSn&alement de bandes aspecifiques. lorsqu'ils sont utilises dans les conditions qui suivent : 

- hybridation : les primers (1ul d'une solution k 40 umolaire (40 uM) de chaque primer) sont mis en 
presence de f'ADN-matrice (100 a 300 ng) pour la premiere 6tape de denaturation-reassociation ; on 
chauffe, durant 10 minutes k 100* C puis on plonge les tubes contenant ce melange d'ADN-matrice et de 

20 primers dans de I'eau contenant de fa glace afin d'augmenter le taux de ^association ADN-matnce/primers, 
Les primers doivent §tre utilises a une concentration finale dans PStape d'ampiification qui suit de 0,8 uM 
chaque. 

- amplification : on ajoute au milieu precedent les 4 A dNTP chacun 4tant utilise k 0,5 umolaire en solution 
finale (50 ul), et une unite de Taq-poiymerase pour un milieu nfactionnei de 50 ul ; cette etape est reafisee 

25 dans un tampon d'amplffication de la presents invention, generalement d£sign4 sous le nom de "10 X 
buffer" dont la composition (lorsqu'il est dilu£ au 1/10* } est la suivante : Tris-HCl, pH 8,9 : 50 mM ; (NH&fe 
SOi. : 15 mM ; MgC12 : 5 mM ; 0-mercapto-ethanol : 10 mM ; gelatine : 0,25 mg/mi. On addrtionne 5 ul de 
ce tampon et de I'eau q.s.p. 50 ul au milieu precedent 

Les cycles d'ampiification sont realises de la maniere suivante : 30 k 40 cycles composes de : 
30 - 04* C durant 10 secondes (denaturation), 
, 60* C durant 1 minute 30 (hybridation), 
. 78* C durant 1 minute 30 (Elongation). 

Le tout sera suivi par un cycle unique k 78* C durant 15 minutes. 

La precision des temperatures indiquees k s 0,3* C prSs, ainsi que leur stabrlite durant les cfifferents 
35 cycles, reprdsentent des conditions essentielles pour Tobtention des rendements maximum ainsi que 
('absence de bandes aspedfiques. 

La concentration optimale d T ADN est de 100 a 300 ng pour de I'AON g^nomfque extract de cellules (de 
patients ou en culture, de mammiferes ou autres). 

II va de soi que les conditions qui prdc&dent representent des conditions optimales pour un milieu 
40 reactionnel final de 50 ui, et que ces conditions peuvent €tre modifies en fonction du volume final du 
milieu reactionnel. 

L'utilisation de plusieurs couples d'amorces diffSrents (ou coktails de couples) de I'invention permet sort 
la detection croisSe de plusieurs types de virus du type HIV etrou SIV, sort la detection simultanSe de 
plusieurs genes d T un mime virus du type HIV et/ou SIV. 
45 A titre cfexemple de couples d'amorces pnff£r£s utillsabJes dans le cadre de la presents invention, on 
peut citer les couples d'amorces suivants ; 

-MMy1-MMy4, MMy2«MMy4 v MMy1-MMy3, MMyia-MMy19. MMy4bis-MMy2Bbls. MMy2S-MMy29bJs, 
MMy29*MMy30bts, MMy31-MMy32bls, notamment pour le diagnostic in vitro de Hnfection d'un individu par 
HIV-1 eUou HIV-2 " 
so - MMy5*MMy8, MMy8-MMy8, MMy7-MMy8, MMyS-MMyTbls, MMy6-MMy7bis, MMy$-MMy11, MMy10- 
MMy11, MMy9-MMy10bls, MMy26-MMy5bis, MMy8bis-MMy8bts, MMy8bis-MMy89, MMySSbis-MMygbls, 
MMyl5-MMy17, MMy15-MMy16bis, MMyt6-MMy17. MMy25-MMy27, MMy28-MMy27, notamment pour le 
diagnostic in vitro de infection d'un Individu par HIV-1 1 

- MMy20-MMy22, MMy20-MMy21 bis, MMy21-MMy22, MMy23-MMy24. MMy12-MMy14. MMy12- 
65 MMy13bis, pour le diagnostic in vitro de infection d'un individu par HIV-2. 

L'agent de polymerisation utilise dans I'etape d'^longation du cycle est une ADN polymerase thermos- 
table, notamment la Taq polymerase, Tamplifiose de la firme Appilgftne ou toute ADN-polymSrase 
thermostable pouvant §tre commercialisee. 
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D T una manf&re g4n$rale, le cycle de la mdthode de diagnostic In vitro de 1'inventlon est rSp&S entre 30 
et 40 fdis. 

La methods de diagnostic in vitro de (Invention permet ggalement, en fonctfon das couples d'amorces 
nuclSotidiques utilises, da d6tecte7s?Iectlvement las genes das virus du type HIV et/ou SIV presents dans 
s Mchantillon biologique, ' • 

Las couples d'amorces utilisables, & litre d'exemples, pour la methode da diagnostic gene par g&ne 
sus-mentlonn$e de I'invention, sont tes sulvants : 

- MMy1-MMy4, MMy2-MMy4, MMy1-MMy3 ( MMy4bis-MMy28bls pour le g&ne gag, 
« MMy18-MMy19 pour le g&ne vpr, 

W - MMy5*MMy8, MMy6-MMy8, MMy7-MMy8, MMy5-MMy7bls. MMy8-MMy7bis, MMyae-MMySbis, 
MMy8bis-MMy8bls, MMy8bis-MMy89, MMy89bis-MMy9bis pour la g&ne env, 

- MMy9-MMy11, MMy9-MMy10bis, MMy10-MMy11 pour la g&ne nefl, 

- MMy15-MMy17, MMy15-MMy16bis, MMy16-MMy17. pour le g&ne Vif1, 
* MMy20-MMy22, MMy20-MMy21bis. MMy21-MMy22 pour vif 2, 

16 - MMy23-MMy24 pour vpx, 

- MMy12-MMy14, MMy12-MMy13bis. MMy13-MMy14 pour nef2. 

- MMy25-MMy27. MMy26-MMy27 pour la g&ne vpu. 

- MMy2&-MMy2Qbis, MMy29-MMy30bi$. MMy30-MMy3tbIs. MMy31-MMy32bis pour le gene poL 

Toutefbis, les comblnalsons entre primers "S" et "AS" dScrltes ci-dessus ne sont par limitatives et 
20 peuvent Stre variees selon la desir de I'utillsateur. 

Les tallies des fragments nuclSotidiques synttettsfe h I'aide des couples d'amorces sus-mentionnSs a 
titre d'exemples, sont Indlquees sur les tableaux I & XI sulvants : 

(tes chlffres indJqu£s dans las tableaux ci-dessous represented le nombre de nucleotides des fragments 
synthdtfsgs, et les "tireta" indiquent que les couples d'amorces testes ne permettent pas de caractdrlser les 
25 souches viraJas correspondantes). 

Tableau I 



36 





gag 


gag 


MMy1-MMy3 


MMy1-MMy4 


MMy2-MMy4 


MMy4bis-MMy28bis 


HIV1-BRU 


205 


750 


532 


871 


HIV1-MAL 


282 


785 


558 


671 


HIV1-EL1 


285 


750 


538 


674 


HIV2-ROD 


354 


845 


544 


663 


SIV 


343 


844 


544 


668 



40 



Tableau II 



45 



56 





env 


env 


MMy5-MMy7bis 


MMy5-MMy8 


MMy6-MMy7bi3 


MMy6-MNlyS 


HIV1-BRU 


480 


953 


330 


803 


HIV1-MAL 


471 


944 


321 


794 


HIV1-ELI 


471 


941 


321 


791 


HIV2-R0D 










SIV 


• 






* 
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Tableau ill 





env 


env 


MMy7-MMy8 


MMy26-MMy5bis 


MMy8bis-MMy9bIs 


HIV1-BRU 




691 


1038 


HIV1-MAL 


498 


691 


1041 


H1V1-EU 


495 


679 


1038 


WV2-R0D 








SIV 









Tableau IV 





env 


env 


MMy8bis-MMy89 


MMy89bis-MMy9bis 


HIV1-BRU 


411 


646 


HIV1-MAL 


411 


649 


HIV1-EU 


411 


646 


HIV2-ROD 






81V 


* 





Tableau V 





nefl 


nefl 


MMy9-MMy10bls 


MMy9-MMy11 


MMy10-MMy11 


HJV1-BRU 


293 ' 


660 


388 


HIV1-MAL 


302 


660 


388 


HIV1-EU 


296 


663 


388 


HIV2-ROD 








SIV 
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Tableau VI 





nef2 




MMy12-MMy13Ws 


MMy12-MMy14 


MMy13-MMy14 


HIV1-BRU 








HIV1-MAL 








HIV1-ELI 








HIV2-ROD 


400 


792 


415 


stv 


400 


755 


378 



Tableau VII 





vifl 


vifl 


MMy15-MMy18bls 


MMy15-MMy17 


MMy16-MMy17 


HIV1-BRU 


333 


603 


293 


HIV1-MAL 


333 


803 


293 


HIV1-EU 


333 


603 


293 


HIV2-ROD 








SIV 









Tableau VIII 





vpr 


vif2 


MMy18-MMy19 


MMy20-MMy21bis 


MMy20-MMy22 


HIV1-BRU 


281 






HIV1-MAL 


281 






HIV1-EU 


281 






HIV2-ROD 


319 


352 


659 


SIV 


308 


352 


656 
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Tableau IX 



to 



20 



25 





vrf2 


vpx 




MMy21-MMy22 


MMy23-MMy24 


HIV1-BRU 






HIV1-MAL 






HIV1-ELI 






HIV2-ROD 


329 


329 


SIV 


326 


329 k 


Tableaux . 





vpu 


pol 


MMy25-MMy27 


MMy26-MMy27 


MMy28-MMy29bis 


HIV1-BRU 


283 


104 


623 


HIV1-MAL 


263 


101 


584 


MV1-EU 


263 


101 


584 


HIV2-R0D 






666 


SIV 






712 



50 



Tableau XI 





pol 


pol 


MMy29-MMy30bis 


MMy30-MMyaibi$ 


MMy31-MMy32bls 


HIV1-BRU 


742 


869 


826 


HIV1-MAL 


742 


869 


826 


HIV1-ELI 


742 


889 


826 


HIV2-ROD 


742 


866 


826 


SIV 


742 


866 


826 



If est a noter que grice a teur disposition sur le glnome, les primers servant a Pampfification peuvent 
8tre combines de telle fagon qu'lls peuvent etre utilises comme sonde, soit apr&s marquage au ^ par 

50 ktnation, soit pour ('utilisation dans la technique des sondes froides pour verifier la spdctfititg de la bande 
cfampliffcation observe lors d'une analyse par "Southern transfers. En plus de la combinaison dassfque 
des amorces pour qu'un trois&me oligonucleotide puisse servir de sonde interne sp£tifique. il est a noter le 
cas particulier des gftrtes vtflArpr et vif2/vpx dO au chevauchement de ces g&nes, ce qui permet une 
detection crdsse. En outre, tors d'une analyse par sdquengage de f ADN ampBfte, ces oligonucleotides 

55 peuvent Stre utilises comme amorce spdcifique pour la ONA-polym4rase permettant un double sdquengage 
dans chaque sens, done une double lecture des sequences, levant alnsi des ambiguYtes dventuelles 
dlrrterpretation. 

Llnvention a 6gaJement pour objet les amorces, telles que denies d-dessus. marquees, notamment de 
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manlfire radioactive ou enzymatique. afnsi que teur utilisation en tant que sondes nucieotidiques, notam- 
ment dans le cadre de la methode de diagnostic in vitro telle que decrite ci-dessus. 

Llnvention a egalement pour objet des oligonucleotides tela que decrits ci-dessus et comportant des 
sucres en conformation a, De tela oligonucleotides prisentent la caracteristique d'inverser fe sens de la 
5 double holies formee avec la matrice (brin du genome du vims), cette doubfe hellce passant ainsi de retat 
"S" h retat "AS". 

L'invention conceme aussi les oligonucleotides decrits ci-dessus dorrt certains nucleotides sont methy- 
ls et/ou component un ou plusieurs atomes de soufre notamment sur les adenines. De tela oligonucleoti- 
des prfsentent la caracteristique d'augmenter la stability de la double helice, et par consequent de mieux 
w s'hybrfder avec le brfn d'ADN & amplifier. 

L'invention concerne egalement les olfgonucieolides tets que decrtts ci-dessus et se prSsentant sous la 
forme dite w de bases modiflees" comportant des nucleotides sur lesquels sont greffes de fagon covalente 
des agents chrornophares (molecules aromatlques planes teiles que I'acridlne orange), notamment seion la 
methods decrite dans I'article de C. Hefene paru dans "la Vie des Sciences", compte-rendus, serie 
is generals, tome 4. n°1, p. 17-37. De tels oligonucleotides prtsentent la caracteristique d'§tre factlement 
detectables« notamment par fluorescence. 

Les oligonucleotides de l'lnventlon sont egalement utilisables pour la mlse en oeuvre cTune metftode de 
dagnostic in vitro de I'lnfection de singes (macaque, singe de mangabeys ou singe vert) par le virus du 
type SIV. cetterrBthode reprenant les principles caracterlstiques de celle decrite cl-dessus. 
so L'invention a egalement pour objet des kits de diagnostic pour la mise en oeuvre des methodes de 
diagnostic in vftro sus-mentionnees. A titre d'exemple, un kit de diagnostic de la presente Invention 
comprend : 

- au moins un couple d'amorces oKgonuciectidiques selon l'invention. chaque couple comprenant une 
amorce s'hybridant k Tun des brins de la sequence d'acide nucieique k detecter. et une amorce s'hybridant 

25 avec ie brin compiementalre de ce dernier dans les conditions detinies ci-dessus. 

- des reactifs appropries & la mlse en oeuvre du cycle derations d'ampllfication, notamment de I'ADN 
polymerase, et quatre nucleotides triphosphate differents, et le milieu reactlonnel dBnomme "10 X buffer" 
decrit ci-dessus. 

« une (ou plusieurs) sonde pouvant 8tre marquee, notamment par radfoactivite ou par la technique des 
30 sondes froides. capable de s'hybrider speeffiquement avec la (ou les) sequenced) d'acides nucieiques 
amplifies) k detecter. 

L'invention conceme aussi ('utilisation des amorces de l'invention Indiquees ci-dessus pour la mise en 
oeuvre d'un precede de synthase de proteines codees par les sequences nucieotidiques amptlfiees h I'aide 
de ces amorces, - „ 

35 A titre Illustratif, ce precede de synthase de proteines comprend ('amplification de sequences nucieoti- 
diques des genomes des virus du type HIV ou SIV (codant pour une proteins determinee et ayant suW, le 
cas echant, certaines modifications de leurs nucleotides) par mlse en contact desdites sequences avec au 
moins un couple d'amorces selon Plnvention dans les conditions decrites d-dessus. suivie de la traduction 
de ces sequences ainsi amplifies en proteines ; cette demi&re etape est realises notamment par 

40 transformation de cellules hfltes appropiees h I'aide de vecteurs contenant lesdites sequences ampllfiees, 
et recuperation des proteines produites dans ces cellules hfitss. 

L'invention conceme egalement les polypeptides issus de fa traduction des sequences (ou amorces) 
nucieotidiques de l'invention. 

^invention a egalement pour objet ('utilisation des amorces ollgonucieotkfiques antigens en tant 

49 qu'agents antiviraux en general, notamment dans la lutte contre le SIDA, ainsi que des compositions 
pharmaceutiques contenant ces amorces anti-sens en association avec un vehicuie pharmaceutiquement 
acceptable. 

Llnvention concerne egalement les compositions Immunog&nes comprenant un ou plusieurs prodults 
de traduction des sequences nucieotidiques selon l'invention, et/ou un ou plusieurs produits de traduction 

so des sequences nucieotidiques ampBfiees selon tea precedes decrtts d-dessus a partir des amorces detinies 
selon l'invention, ces prodults de traduction etant associes a un vehicuie pharmaceutiquement acceptable. 

L'lnventlon conceme les antlcorps dlrlges contre I'un ou plusieurs des produits de traduction decrits ci- 
dessus (ou en d'autres termes, susceptibles de former une reaction immunologlque avec un ou plusieurs 
prodults de traduction des sequences nucieotidiques selon l'invention. ou encore un ou plusieurs produits 

55 de traduction des sequences nucieotidiques amplifies & partir des amorces denies selon ('Invention) et 
leur utilisation pour la mise en oeuvre de methodes de diagnostic In vitro de I'lnfection cTun Indlvidu par un 
virus du type HIV-1 et/ou HIV-2, ou d'un animal par au moins Tun des trois virus (HIV-1. HIV-2, SIV) selon 
les precedes conn us de rhomme de I'Art 
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A tttre llkistratif, une tails m&hode de diagnostic in vitro selon {Invention comprend la mise en contact 
cfun Schantillon biologlque (notamment de serum) prelevd chez un patient & r$tude, avec des anttcorps 
selon I'invention, et (a detection & Paide de tout procddd approprie (notamment h I'aide d'antHmmunoglobih 
lines marquees) des complexes immunologlques formes entre les antigenes des virus du type HIV ou SIV 
s eventusHement presents dans rfchantfllon blologjque et tesdfts anttcorps. 

L'rnvention a 6galement pour objet des kits de diagnostic in vitro comprenant des anticorps selon 
I'invention et, la cas ^cheant t des rSactifs appropries a la mise erT evidence de [a reaction immunotogique 
fonmee entre lesdlts anticorps et les antigfenes des virus HIV ou SIV. 

[.'invention vise 6galement un proc£d$ de preparation des polypeptides mentionnes ci-dessus, notam- 
io ment ceux correspondant selon le code gSn&ique universel aux sequences (ou amorces) ncui^otidiques 
d£crites ci-dessus, ce proced^ etant caractdris$ en ce que, partant de prSKrence de I'aminoacide C- 
terminai. Ton condense successivement deux & deux les aminoacyles successes dans I'ordre nequis, ou 
des aminoacyles et des fragments prealablement formes et contenant d6j£ plusieurs residus aminoacyles 
dans Tordre approprte, ou encore plusieurs fragments prealablement ainsi prepares, etant entendu que Ton 
*s aura eu soin de protSger au pr^aJabJe toutes les fbnctions re actives portees par ess aminoacyles ou 
fragment h I'exception des fonctions amine de Tun et carboxyle de I'autre ou vice-versa, qui doivent 
normalement intervenir dans la formation des liaisons peptfdlques, notamment apres activation de la 
fonction carboxyle, selon les methodes connues dans la synthase des peptides et afnsi de suite, de proche 
en proche. jusqu'& I'acide arnind N-terminaJ. 
20 Par exemple. on aura recours h la technique de synthase peptidique en solution homog&ne dScrite par 
Koubenweyl dans "Meuthode der Organischen Chemie" (Methods de la Chimie Organique) 4dlt6 par E. 
Wunsch, vol. 15-1 et If, THIEME STUTTGART, 1974, ou k celle de synthase peptidique en phase soOde 
dScrite par R.D. Werrifield dans "Solid Phase Peptide Synthesis" {J, AM. CHEM. SOC, 45, 2149-2154). 

Llnvention conceme Sgalement un proc4d6 de preparation des sequences (ou amorces) nucleotidiques 
25 d6crftes ci-dessus, ce precede comprenant les Stapes survantes : 

* incubation de I'ADN gdnorntque, isol£ d partir d'un des virus du type HIV ou SIV sus-mentionnes, avec de 
I'ADNase I, puis addition d'EDTA et purification par extraction au melange phenol/chloroforme/aicool 
isoamy lique (25/24/1 ) puEs par father, 

- traitement de I'ADN ainsi extrait par de 1'Eco R1 m&hylase en presence de DTT, et purification par 
so extraction telle que decrite d-dessus, 

- incubation de I'ADN ainsi purifiS avec les 4 d^soxynudeotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP, et dTTP 
en presence de T4 ADN polymerase et d'ADN ligase de E. coP, puis purification selon la mSthode dScrlte 
ct-dessus, 

- Ee clonage des acides nudSlques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de facide 
35 nuclerque recherche d Paide d'une sonde approprie. 

Un procSd4 de preparation particulferement avantageux des- sequences nucleotidiques de llnvention 
comprend les € tapes suivantse : 

- la synthase cfADN en utilisant la methods automatize des 0-cyanethyl phosphoramidite decrite dans 
Bloorganic Chemistry 4; 274-325 (1986). 

40 - le clonage des acides nucl€fques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de Tacrde 
nuc&ique par hybridation avec une sonde appropriee. 

Un autre proc£d€ de preparation des sequences nucl£otidfques de ('Invention comprend les e tapes 
suivantes : 

* ("assemblage d'ollgonuc&ottdes syrtthStisSs chimfquement pourvus k leurs extremites de sites de 
45 restriction dlffSrents, dont les sequences sent compatibles avec Penchalhement en acides amines du 

polypeptide natural selon le prindpe decrit dans Proa Nad. Acad. Scl, USA, 80; 7461-7465, (1983), 

- le clonage des acides nuddtques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de Paride 
nuc&iqtie recherche par hybridation avec une sonde appropriate. 

Revindications 

1. Sequence nudeotldique caracterisde en ce que sa sequence : 

- soft est choisie parmt celles qui sont contenues dans Tune des sequences nucleotidiques comprises dans 
S5 les genes gag, vpr et pol des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai, HIV-1 EH, HIV-2 ROD et SIV MAC, ou dans les 

gfenes nef2, vif2 et vpx des virus HIV-2 ROD, et SIV MAC, ou dans les genes env, nefl, vifl et vpr des virus 
HIV-t Bru, HIV-1 Mai. et HIV-1 Efl, 

- soft (notamment pour fee amorces (es plus tongues) contient Tune des sequences nucleotidiques susdites 
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issues de HIV-t Bru, ou HIV-1 Mai, ou HIV-1 Ell ou HEV-2 ROD ou SIV MAC ou contlent une sequence 
nucleotidique compkSmentalre da Tune de ces demiSres sequences, dtant entendu que les nucleotides 
supptdmentaires gventuels qu! °d^bordent" la sequence nucleotidique du genre en question, du cdtf des 
extr£mit£s 3' ou 5', coincident de prfterence avec ceux qui se trouvent placis en degk des extrimitSs 3 # . 
s ou 5 correspondent au sein m8me de (a sequence complete des virus du type HIV-1, HIV-2 ou de SIV 
MAC, sus-mentlonnds, 

- soit si la sequence de cette amorce n'est pas identique k Tune des sequences nucteotidiques susdltes, 
ou n'est pas complSmentaire de Tune de ces sequences, est n^anmoins susceptible de s'hybrider avec une 
sequence nuctfique Issue des virus HIV-1 Bru,HIV-1 Mai, HIV-1 Eli, ettou avec une sequence nucleotidique 
to issue du virus HIV-2 ROD ou SIV MAC sus-mentionnde. 

2. Sequences salon la revendication 1, contsnues dans le gSne gag des virus HIV-1 Bru, HiV-1 Mai, 
HIV-1 ELi, HIV-2 ROD et SIV-MAC, ces sequences etant caracterisies par les enchalhements nucieotidi- 
ques suivants : 
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HMyl : T66 CGC CCG AAC AG6 GAC 

T 

S, 636-653, 635-652, 636-653, 859-876, 834-851 
MMy2 : GGC CAG GGG GAA AGA AAA A 

... .C. .C . 

A. ... 

S , 854-872 ,864-888 , 848-872 , 1160-1184 , 1124-1148 
MMy3 : TGC CCA TAC AAA ATG TTT TA 
• ••C*«T* I F««« 
AS, 900-881, 916-897, 900-881, 1212-1193, 1176-1157 
MMy4 : TGC ATG GCT GCT TGA TG 
... ..A C ..G .. 

AS, 1385-1369, 1419-1403 , 1385-1369, 1703-1687, 1667-1651 
HH/4B : CTT TGC ATG GCT GCT TGA TG 

..C ... ..A C ... .. 

AS, 1388-1369, 1421-1403, 1388-1369, 1706-1687, 
1670-1651, 
MMy4Bbia : CAT CAA GCA GCC ATG CAA AG 

..C ..G T ... ..G .. 

S, 1369-1388, 1403-1421, 1369-1388, 
1687-1706, 1651-1670, 
MMy28 : AGG GCT GTT GGA AAT GTG G 
G 

S, 2021-2039, 2055-2073, 2024-2042, 2329-2349, 
2299-2318, 
MMy28bis : CCA CAT TTC CAG CAT CCC T 

... G ... . 

C ... .. 

AS, 2039-2021, 2073-2055, 2042-2024, 2349-2329, 
2318-2299 

3. Sequences salon la revancHcation 1, contsnues dans !e gene vpr des virus H1V-1 Bru. HIV-1 MaL 
HftM ELJ, HIV-2 ROD dt SIV-MAC, css sequences Start caract$riss*s par les encriaTnementa nucfSofldi- 
quessuivants : 
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MMyl8 : GAT AGA TGG AAC AA6 CCC CAG 

S r 5590-5610, 5585-5605, 5554-5574, 6233-6296, 
6147-6170, 
MMyl9 : TCC ATT TCT TGC TCT CCT CTG T 

AS, 5870-5849, 5865-5844, 5834-5813, 
6551-6531, 6454-6431, 

4. Sequences seton la revendication 1. contenues dans te g&ne pol dea virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai. 
HIV-1 EU, HIV-2 ROD 9t SIV-MAC, ces sequences dtant caractsVisees par tea enchalhements mjcJeoticlJ- 
ques sutvants : 

MKy29 : TAA AGC CAG GAA TGG ATG GCC CAA 
A. , 

S, 2620-2643, 2615-2638, 2584-2607, 2971-2994, 
2887-3010 

MMy29bis : TTG GGC CAT CCA TTC CTG GCT TTA 

... .T 

AS, 2643-2620, 2638-2615, 2607-2584, 2994-2971, 
3010-2887, 
MMy30 : TGG ACT GTC AAT GAC ATA CAG AA 
T 

S, 3339-3361, 3334-3356, 3303-3325, 3690-3712, 
3606-3628, 

HMy30bis : TTC TGT ATG TCA TTG ACA GTC CA 

T 

AS, 3361-3339, 3356-3334, 3325-3303, 3712-3690, 
3628-3606, 
MMy31 : CAT GGG TAC CAG CAC ACA AAG G 

S, 4186-4207, 4181-4202, 4150-4171, 4534-4555, 
4450-4471, 

MMy31bis : CCT TTG TGT GCT GGT ACC CAT G 

AS, 4207-4186, 4202-4181, 4171-4150, 4555-4534, 
4471-4450, 
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MMy32 : TGG AAA GGT GAA GGG GCA GT 
A 

S, 4992-5011, 4987-5006, 4956-4975, 5340-5359, 
5256-5275, 
MMy32bis : ACT GCC CCT TCA CCT TTC CA 

T 

C 

AS, 5011-4992, 5006-4987, 4975-4956, 5359-5340, 
5275-5256 

5. Sequences selon la revendication 1 , contenues dans le gene nef 2 des virus HIV-2 ROD et SIV-MAC, 
ces sequences Start caractSrisaes par les enchalnements nucleolidlques suivants : 

MMyl2 : AGA GAC TCT TGC GGG CGC GTG 

S, 9165-9185, 9139-9159, 
MMyl3 : ATA TAC TTA GAA AAG GAA GAA GG 

S, 9542-9564, 9516-9538, 
MHyl3bis : CCT TCT TCC TTT TCT AAG TAT AT 

AS, 9564-9542, 9538-9516, 
MMyl4 : AGC TGA GAC AGC AGG GAC TTT CCA 

AS, 9956-9933, 9893-9870, 

6. Sequences selon la revendication 1. contenues dans le gene vif 2 des virus HIV-2 ROD et SIV-MAC, 
ces sequences 6tant caractSrisees par les enchalnements nucleolidlques suivants : 

MMy20 : TAT GGA GGA GGA AAA GAG ATG GAT AGT 

S, 5424-5450, 5340-5366, 
MMy21 : TAG CAC TTA TTT CCC TTG CTT T 

S, 5754-5775, 5670-5691, 
MMy21bis : AAA GCA AGG GAA ATA AGT GCT A 

AS, 5775-5754, 5691-5670, 
MMy22 : CCC TTG TTC ATC ATG CCA GTA T 
AS, 6082-6061, 5995-5974, 

7. Sequences selon la revendcafion 1, contenues dans le gene vpx des virus HIV-2 ROD et SIV-MAC, 
ces sequences e"tarrt caracte'rlsses par les enchalnements nudeotidiques suivants : 

MMy23 : ATG TCA GAT CCC AGG GAG A 

S, 5900-5918, 5813-5831, 
HHy24 : CCT GGA GGG GGA GGA GGA GGA 

AS, 6228-6208, 6141-6121, 

8. Sequences selon la revendication 1 contenues dans le gins env des virus HIV-1 8ru, HIV-1 Mai et 
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HIV-Hl, ces sequences 6tant caracteris3e3 par les enchatnemerrts nucleotidiques sulvants : 

KMy5 : CCA ATT CCC ATA CAT TAT TGT GCC CC 

S, 6905-6930, 6903-6928, 6860-6883 
MMy5bis : GGG GCA CAA TAA TGT ATG GGA ATT GG 
AS, 6930-6905, 6928-6903, 6885-6860, 
MMy6 : AAT GGC AGT CTA GCA GAA GAA GA 

S , 7055-7077 , 7053-7075 , 7010-7032 
MMy7 : ATC CTC AGG AGG GGA CCC AGA AAT T 

S, 7360-7384, 7349-7373,7306-7330 
MMy7bis : AAT TTC TGG GTC CCC TCC TGA GGA T 

AS, 7384-7360,7373-7349,7330-7306 
MMy8 : GTG CTT CCT GCT GCT CCC AAG AAC CC 

AS, 7857-7832,7846-7821,7800-7775 
HMySbis : GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC AC 
S, 7832-7857, 7821-7846, 7775-7800, 
MMy9 : ATG GGT GGC AAG TGG TCA AAA AGT AG 

A 

S, 8844-8869, 8836-8861, 8787-8812, 
MMy9bis : CTA CTT TTT GAC CAC TTG CCA CCC AT 

AS, 8869-8844, 8861-8836, 8812-8787, 
MMy78 : TAT TAA CAA GAG ATG GTG G 

S, 7629-7647, 7612-7630, 7572-7590, 
MMy89 : CCA GCA AGA AAA GAA TGA A 

S, 8224-8242, 8213-8231, 8167-8185, 
MMy89bls : TTC ATT CTT TTC TTG CTG G 

AS, 8242-8224, 8231-8213, 8185-8167. 

9. Sequences aelon la revendication 1 contenues dans Is gene nef 1 des virus HIV-1 Bru. HIV-1 Mai at 
HIV-EII, ces sequences e"tant caract4risees par les enchaihements nucleotidiques sulvants : 

MMylO : AAA AGA AAA GGG GGG ACT GGA 

S, 9116-9136, 9117-9137, 9062-9082, 

HMylObis : TCC AGT CCC CCC TTT TCT TTT 

AS,9136-9116, 9137-9117, 9082-9062, 

KMyll : AAA GTC CCC AGC GGA AAG TCC C 

AS, 9503-9483, 9505-9484, 9449-9428, 

10. Sequences selon la revendication 1 contenues dans le gene vif 1 des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai et 
HIV-EII. ces sequences dtant caracterisges par les ertchafhements nucleoli cliques sulvants : 
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MMylS : GAT TAT 66A AAA CAG ATG GCA GGT GAT 

S, 5073-5099, 5068-5094, 5037-5063, 

MMylS : GCA GAC CAA CTA ATT CAT CTG TA 

S f 5383-5405, 5378-5400, 5347-5369, 

MMyl6bis : TAC AGA TGA ATT AGT TGG TCT GC 

AS, 5405-5383, 5400-5378, 5369-5347, 

MMyl7 : CTT AAG CTC CTC TAA AAG CTC TA 

AS, 5675-5653, 5670-5648, 5639-5617, 

11. Sequences sefon la revendication 1 contenues dans le g&ne vpu des virus HIV-1 Sru, Hiv-1 Mai, 
HIV-1 Si. HIV-2 ROD et SIV-MAC, ces sequences etant caract^ris^es par les enchaTnements nuciSotfdlques 
survants : 



MMy25 : GTA AGT AGT ACA TGT AAT GCA ACC T 
S, 6081-6105, 6076-6100, 6045-6069, 

MMy26 : AGC AGA AGA CAG TGG CCA TGA GAG 

S, 6240-6263, 6238-6261, 6207-6230, 

MKy27 : ACT ACA GAT CAT CAA TAT CCC AA 

AS, 6343-6321, 6338-6316, 6307-6285, 



12. ProcSdd cTamplification gdnfque de sequences nudelques de virus du type HIV-1 et'ou HIV-2, et/ou 
SiV, realise h partir d'un dchantillon biologique, ce proc£d6 comprenant prindpaiement les etapes 
suivantes: 

- une Stape d'extraction de I'adde nud£ique & d&ecter appartenant au genome du virus du type HIV-1 HIV- 
2. ou S)V Sventuellement present dans Pddiantiiion biologique sus-mentiorma, etle cas 6ch6ant une etape 
de traitement & I'aide d T une transcriptase inverse dudtt actde nucfiique si ce dernier est sous forme d'ARN, 
• un cycle comprenant les Stapes suivantes : 

. denaturatfon de i'acide nucfeique double brln k detecter . ce qui conduit a fa formation d'un acid© 
nucl£ique simple brin, 

. hybridation de chacun des brins d'acide nudeique, obtenus lors de I'etape de denaturation precedents, 
avec au moins une amorce selon Tune des revencf cations 1 a 11, par mise en contact des brins sus- 
mentionnds avec au moins un couple d 'amorces sus-mentionnSes, 

. formation a partir des amorces des AON cornpiSmentarres aux brins sur lesquels eiles sont hybridSes en 
presence d r une ADN polymerase et de quatre nucleosides triphosphate (dNTP) differents, ce qui conduit & 
la formation d'un plus grand nombre d'addes nuctefques double brin i detecter qu'a I'etape de denatura- 
tion pr£c£dente, 

ce cycle etant repeti un nombre de fois dStermfnd pour obtenir ladits sequence nucfeique & detecter 
Sventuellement presents dans i'echantilton biologique dans una proportion suffisante pour permettre sa 
detection, 

- une etape de detection de la presence eventuelle de t f adde nucletque appartenant au genome du virus du 
type HIV-1 et/ou HIV-2 et/ou SIV dans i'echanttflon biologique. 

13. Precede selon la reventfication 12, caractSrise en ce que Tdtape d'extraction de I'ADN viral 
comprend les 4tapes suivantes : 

. suspension du culot ceiiulaire dans 0,5 ml cfeau pyrolIs6e dans un Potter gros piston, 

. broyage des ceilules dft par "aller et retour*. 

. adjonction de Triton X1Q0 pour t concentration finale de 0,1 %, 

. denaturation k la chaleur durant 15 k 25 minutes a 100* C, 

. centrifugatfon courte pour n'4nminer que les debris cellulaires, 
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• precipitation de 1'ADN durant la nuit k -20* C par adjonction de 2,5 voiutnes d'ethano! absoiu et de 10 % 
du volume ftnaJ d'acetate de sodium 3 Molalres. 

14. Precede sefon Ea revencfication 13, caract£ris£ en ce que I'etape de r^tro* transcription de I'ARN viral 
comprend les stapes suivantes : 

3 - 10 ug d'ARN extraft resuspendu dans de I'eau eat mis en presence du couple d'amorces k la 
concentration de 0.3 jjlM chacun. dans un volume final de 40 ul. Ponsemble est denature k 100* C durant 
10 minutes puis plongS dans de I'eau glacee, 

- Ton rajoute 10 ul du melange suivant : 5 ul du tampon "10 X buffer" (comprenant lorsqu'll est dilue au 
1/10* : Tris-HCI, pH * 8.9 : 50 mM ; (NhU)a SO* ; 15 mM ; MgCfe ; 5 mM ; 0-mercapto-4thanol : 10 mM ; 

10 gelatine : 0,25 mg/ml) + 1 unite de reverse-transcriptase + 1 unite de Taq-polynterase + 1 ul du melange 
des 4 dNTP k 25 mM chacun + de I'eau G.S.P. 10 ul, ia fabrication de i'AONc se fait par action de la 
reverse transcriptase k 42' C durant 13 minutes, puis on chauffe k 95' C durant 3 minutes pour d&ruire la 
teverse-transcriptase. 

15. ProcedS selon I'une des revendications 12 k 14, caracterlsd en ce que retape de denaturation est 
is rdaOsde en presence du (ou des) couple(s) d'amorces selon Tune des revendications 1 k 11. 

16. ProcSde* selon la revendlcation 15, caracterisd en ce qu'N est realist dans les conditions suivantes : 

- hybridation : les primers (lul d'une solution k 40 umolaire de cheque primer) sont mis en presence de 
PADN-matrice (100 k 300 ng) pour la premi&re etape de d£naturation-r£assoctation ; on chauffe. durant 10 
minutes k 100*C puis on plonge les tubes contenant ce melange cfADN-matrice et de primers dans de 

20 I'eau contenant de la glace. Les primers doivent Stre utilises k une concentration finale dans I'atape 
d'ampSftcation qui suit de 0,8 uM chaque. 

- amplification : on ajoute au milieu precedent les 4 dNTP chacun etant utilise k 0,5 umolaire en solution 
finale (50 ul). et une unite de Taq-polynterase pour un milieu rgactionnel de 50 ul ; cette etape est rdalisde 
dans le tampon d'ampilfication design^ sous la nom de "10 X buffer" dont la composition est indiquee dans 

25 la revendlcation 14. 

17. Application du proc£d$ selon Tune quelconque des revendications 12 k 16 au diagnostic in vitro de 
I'lnfectlon cTun individu par un virus du type Hl\M et/ou HIV-2, ou cTun animal par au moins Tun des trois 
virus (HlV-1, HIV-Z SIV). 

18. Application du precede selon I'une quelconque des revendications 12 k 16 k ('amplification de 
30 sequences nucteotidiques des genomes des virus du type HIV ou SIV, suivie de la traduction de ces 

sequences amplifiers, k partir des amorces nucteotldlques selon Tune des revendications 1 k 11. en 
prateines. 

19. Compositions immunogftnes comprenant un (ou plusieurs) produit de traduction des sequences 
nudeiques selon i'une des revendications 1 k 11, et/ou un (ou plusieurs) produit de traduction des 

35 sequences nucl£otidiques ampliftees par le precede selon I'une des revendications 12 k 16. 

20. Couples d'amorces ofigonuclSotidiques, pour fa mise en oeuvre d'une methods selon I'une des 
revendications 12 a 18, suivants : 

MMy4Bbis-MMy28bis, MMy26-MMy5bIs, MMy8bis-MMy89, MMy89bis-MMy9bis, MMy25-MMy27, MMy26- 
MMy27, MMy28-MMy29bls, MMy29-MMy30bls. MMy30-MMy31bis, MMy31-MMy32bis. 
40 21. Kit pour la mlse en oeuvre d'une mithode selon Tune des revendications 12 k 16 comprenant : 

- au moins un couple d'amorces oligonucleotides seton I'une quelconque des revendications 1 k 11 ou 
sefon la revendi cation 20, 

- des r£actlfs approprtes k la mise en oeuvre du cycle d'opdratfons d'ampilfication, notamment de FADN 
polymerase, et quatre nucleotides triphosphate difterents, 

48 - le tampon 10 x buffer tel que d£crit dans la revendlcation 14, 

- une (ou plusieurs) sonde, pouvant 8tre marquee, capable de s'hybrider avec ia (ou les) sequence d'acide 
nucteique ampiifiee k ddtecter. 

22. Composition pour le traitement de maiades virales, notamment du SIDA, comprenant au moins una 
* sequence nucieoticflque anti-sens sefon I'une des revendications 1 k 11 en association avec un v6htcuie 

so pharmaceutiquement acceptable. 

23. Anticorps susceptlbles de former une reaction immunoiogique avec les produits de traduction des 
sequences nucteiques sefon I'une des revendications 1 & 11, et/ou un (ou plusieurs) produit de traduction 
des sequences nucteotidiques amplifies par la methode seton I'une des revendications 12 & 18. 

24. Methode de diagnostic In vitro de I'infection d'un Individu par un virus du type HIV-1 et/ou HIV-2, ou 
as d'un animal par au moins I'un'des trols virus (HIV-1 , HIV-2, SIV) comprenant la mise en contact d'un 

4chantiilon bJologique (notamment de serum) preieve chez un patient k l'£tude, avec des anticorps selon la 
revendlcation 23, et la detection des complexes immunologlques formes antra les antigSnes des virus du 
type HIV ou SIV Sventueliement presents dans rechantillon btologique et lesdlts anticorps. 
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25. Kit pour la mise en oeuvre d'une m^thode selon la revendlcation 24, camprenant des antrcorps 
salon fa revendfcation 23 at. to cas echeant, des reactifs appropries & la mise en evidence da fa reaction 
immunolcgiqua formee entre lesdlts anti corps et !es antigfenes das virus HIV et/ou SIV, 

28- Solution tampon ("10 x buffer*) utilisable dans I'tape d'hybridation du procede selon [a revendtea- 
ton 12. ou dans IMtape de retro-transcnption de i'ARN viral du procddS selon la revendicatlon 14, 
caractSrisS en ce qu'tl comprend, lorsqu'il est dilud au 1M0* : 

- Tris-HCI, pH&9 ; 50 mM; 

- (NHtfeSO* : 15 mM ( 
-NgCI 2 ;5mM, 

- ^-mercapto-^ttianol ; 10 mM, 

- gelatine ; 0,25 mgnU 
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